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論文内容の要旨 
1. 緒言 
難分解性環境汚染物質を分解する微生物に関する従来の研究の多くは、集積培養と純粋分離の過程を経て取
得された目的物質を唯一の炭素源・エネルギー源として利用可能な細菌を対象として行われてきた。このよ
うな純粋分離株を対象とした研究は、汚染物質の微生物分解に関わる多くの基礎的知見を提示してきたが、
一連の過程で実験室内の条件で容易に培養可能で、かつ、資化に必要な全ての遺伝子セットを保持した細菌
のみが選択、あるいは人為的に創出された可能性も考えられる。すなわち、実際の環境中では、難培養性の
微生物や、分解に関わる一部の遺伝子のみを有する複数の微生物が協調的に汚染物質の代謝を行っているケ
ースも多いと考えられるが、これらは研究の対象にできないでいた。従って、培養非依存的手法を用いるこ
とで、環境中での汚染物質分解に関わる新規知見や、新規の環境汚染物質分解酵素遺伝子を取得できる可能
性がある。こうした発想から、近年、純粋分離や培養の過程を経ずに環境に存在する細菌 DNA を直接扱う
メタゲノム解析が盛んに行われつつある。本研究では、芳香族化合物複合汚染土壌から、培養非依存的手法
により新規分解酵素遺伝子を取得し、その解析を行った。 
2. 材料と方法 
 当研究室の先行研究で、一般の非汚染土壌では環境汚染物質分解酵素遺伝子の存在比率が極めて低い一方
で、原油汚染土壌のような長期間「集積」された実環境では、特定の分解酵素遺伝子が過度に濃縮され、培
養非依存的手法を用いても同一の既知分解酵素遺伝子しか取得できない可能性が示唆された。そこで、本研
究では、多様な分解酵素遺伝子の存在比率を高めることを目的として、過去に芳香族化合物による汚染歴の
無い花崗岩質畑土壌に 4 種の芳香族化合物(3-クロロ安息香酸、フェナントレン、ビフェニル、カルバゾール)
を同時添加し、これら物質が分解されると共に、分解に関与する既知遺伝子が増加した時点でメタゲノム
DNA を抽出し、そのライブラリーを大腸菌に構築した。本ライブラリーを、ナフタレン完全分解細菌株の初
発酸化を担うマルチコンポーネント酸素添加酵素(NahA)遺伝子(nahAaAbAcAd)のうちのオキシゲナーゼ大サ
ブユニット遺伝子(nahAc)、あるいはリダクターゼ遺伝子(nahAa)を破壊した誘導体株に導入し、インドールを
含む寒天培地上で青色を示すクローンを選択した。一般的に多様な芳香族化合物の各初発酸化酵素はインド
ールを青色のインディゴに変換できることから、目的クローンは NahA 欠損を相補した株か、他の芳香族化
合物初発酸化酵素の全遺伝子セットを保持した株と考えられた。 
3. 結果 
3-1. 人工汚染化土壌メタゲノムライブラリーからの芳香環水酸化酵素遺伝子の取得と解析 
 nahAa 破壊株を宿主として陽性クローンを 16 株取得した。これらクローンが保持するコスミドのうち、10
クローンが有するコスミドは、nahAc 破壊株にもインディゴ生成能を付与することができた。すなわち、こ
れら 10 コスミドは、NahA 欠損を相補できるリダクターゼとオキシゲナーゼの両遺伝子、あるいは NahA と
は独立の初発酸化酵素遺伝子セットを保持していると考えられた。また、これらコスミドを制限酵素消化し
た電気泳動バンドパターンは多様であり、当該コスミドのサザン解析で nahAa に相同性を示すシグナルが検
出されなかったことから、新規かつ多様な遺伝子の取得が示唆された。一方、nahAc 破壊株を宿主としたス
クリーニングでは 13 株の陽性クローンが得られ、内在コスミドのサザン解析では nahAc に相同性を示すシグ
ナルが検出されなかったが、コスミドの制限酵素消化電気泳動バンドパターンは類似しており、同一遺伝子
のみが取得された可能性が高かった。 
3-2. 培養非依存的手法により取得したフェノール分解遺伝子群の機能解析 
 nahAa 破壊株を宿主として得られた 10 クローンと nahAc 破壊株から得られた 13 クローンが有するコスミ
ドに対して、インディゴ生成能を担う領域の同定を in vitro トランスポゾン挿入突然変異法で行った。その結
果、nahAa 破壊株から得られた 2 コスミド (pB4-1、pB5-1) において、Cupriavidus nector JMP134 株のフェノ
ール分解に関与する遺伝子群と高い相同性を示す遺伝子群がインディゴ生成能を担うことが明らかとなった。
両コスミドの制限酵素消化パターンは類似していたため、pB5-１についてのみ全塩基配列を決定した。全
23,944 bp の配列中に、20 の open reading frames (ORFs)を見出し、各ORFの相同性検索を行った結果、orf9-
15 がC. nector JMP134 株のフェノールヒドロキシラーゼの各コンポーネント遺伝子および推定制御遺伝子と
アミノ酸レベルで 65-96%の identity を、また、その下流の orf16 はカテコール 1,2-ジオキシゲナーゼ遺伝子と
アミノ酸レベルで 93%の identityを示した（表 1）。 
表 1 pB5-1 に見出された各ORFの相同性検索結果と推定機能（部分） 
No  of Amino acids, % Amino acid
pB5-1/relative identity
orf8 10021-10602 TetR family transcriptional regulator 193/193 98 Ralstonia pickettii DTP0602
orf9 11434-13059 NtrC family transcriptional regulator 541/540 96 Cupriavidus necator JMP134
orf10 13401-13643 auxiliary protein of hydroxylase 80/84 67 Wautersia numadzuensis TE26
orf11 13726-14724 oxygenase component of hydroxylase 332/340 93 Cupriavidus necator JMP134
orf12 14742-15023 activator protein of hydroxylase 93/90 97 Wautersia numadzuensis TE26
orf13 15058-16683 oxygenase component of hydroxylase 541/530 94 Cupriavidus necator JMP134
orf14 16713-17075 oxygenase component of hydroxylase 120/120 91 Cupriavidus necator JMP134
orf15 17116-18174 FAD-containing reductase component of hydroxylase 352/352 95 Wautersia numadzuensis TE26
orf16 18214-19131 catechol 1,2-dioxygenase 305/305 93 Cupriavidus necator JMP134
orf17 19437-19961 hypothetical protein 174/176 79 Cupriavidus necator H16
Number Positon (bp) Proposed function Source microorganism
 
 一方、GC/MS 分析により、pB5-1 保持株、および orf10-15 を発現するプラスミド保持株の休止菌体がフェ
ノール分解活性を示すこと、および、orf13 にトランスポゾンが挿入されたコスミドを保持する株はフェノー
ルの分解活性を示さないことを確認し、取得遺伝子群が実際にフェノールの分解に寄与していると結論した。
なお、本遺伝子群は、NahA 機能の一部を欠損した宿主にインディゴ生成能を付与することを指標に取得し
たものであるが、本活性は NahA のコンポーネントに依存しないことが示唆された。さらに、orf16 を発現す
るプラスミド保持株の休止菌体がカテコール分解活性を示すことを GC/MS 分析により確認した。以上、取
得・解析したメタゲノム DNA 領域には、フェノールがカテコールを経て環開裂されるために必要な一連の
遺伝子群がクラスターとして存在していたが、芳香族化合物やその推定分解中間産物の代謝に関わると推定
される他の酵素遺伝子は pB5-1 上には見出されなかった。 
4. まとめと考察 
 本研究において、NahA 機能の一部を欠損した宿主にインディゴ生成能を付与することを指標に取得した
遺伝子群は、少なくとも nahA とは相同性の低いものであった。これは、(i)汚染後に長期間経過した土壌試料
ではなく、汚染化されて間もない土壌を用いたために元々遺伝子の多様性が高かったこと、(ii)インドールを
基質として活性を検出する手法を用いたために、NahA 機能を相補する遺伝子だけでなく、他の様々な芳香
族化合物の初発酸化酵素遺伝子が対象となりうること、が主な理由として考えられる。また、nahAc 破壊株
よりも nahAa 破壊株を宿主として用いた方が多様な分解遺伝子が取得できたと示唆されたが、これは、オキ
シゲナーゼの大小サブユニット間の選択性の方が、フェレドキシンとリダクターゼ間の選択性より高いこと
に起因すると考えられた。ただし、NahA 非依存的な遺伝子に関しては、理論上いずれを宿主とした場合で
も同様に取得できたはずであり、宿主へのライブラリーの導入の際に偏りが生じたなどの実験操作上の原因
も考えられた。 
 本研究では、取得した陽性クローンが保持するコスミドのうち、フェノール分解に関与する可能性が高い
と考えられた pB5-1 について詳細な解析を行った。その結果、C. nector JMP134 由来のフェノール分解に関与
する遺伝子群と高い相同性を有する遺伝子群がインディゴ生成能を担い、これら遺伝子群が実際にフェノー
ル分解に関与することを GC/MS 分析で確認した。ただ、pB5-1 上にはフェノールヒドロキシラーゼとカテコ
ール 1,2-ジオキシゲナーゼ遺伝子以外には、芳香族化合物代謝に関与すると推定される酵素遺伝子は見出さ
れなかった。純粋培養株においては、芳香族化合物分解に関与する一連の遺伝子群はクラスターとして存在
している場合が多いが、メタゲノムでは、むしろこのように一部機能を担う遺伝子のみが独立して存在する
場合が多い。実環境では、このような一部機能を担う複数の遺伝子群がひとつの細胞の中で組み合わさるこ
とで、あるいは、各遺伝子群を有する複数の細胞の協調代謝により芳香族化合物が代謝されている可能性が
高い。また、これら遺伝子群が個々の細胞でフェノール類の解毒装置として機能している可能性も考えられ
る。いずれにせよ、培養非依存的な手法を用いたことで、このような分解資化には不完全な遺伝子群が取得
できたと考えている。 
 取得した陽性クローンが有する pB5-1 以外のコスミドには、in vitro トランスポゾン挿入突然変異法による
解析で、インディゴ生成能を担う領域の遺伝子機能が推定できないものが多く存在した。このことは、本研
究において既存情報では正しいアノテーションが困難な新規遺伝子が取得された可能性を示唆している。す
なわち、メタゲノムからの有用遺伝子の取得方法として、配列情報が比較的容易に得られる現在でも、機能
発現を指標にしたスクリーニング手法は依然として有効であることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
論文審査結果の要旨 
実際の汚染環境では、実験室では培養できない微生物株が汚染物質の分解に関与している
可能性や、複数微生物株が協調的に分解に関与している可能性が極めて大きい。すなわち、
実験室環境で純粋培養と汚染物質完全分解が可能という指標をもとにした従来手法で単
離・解析されてきた細菌株が、実際の汚染環境での汚染物質分解に中心的な役割を果たし
ている保証は全くない。そこで、本研究では培養非依存的手法を用いて、土壌から新規性
のある分解酵素遺伝子を直接取得・解析することを目的とした。本研究室の先行研究で、
原油汚染土壌のような長期間「集積」されてきた実環境では、原油成分分解に特化した細
菌集団が優先化しており、培養非依存的手法を用いても既知の分解遺伝子しか取得できな
い可能性が示唆されていた。そこで、(1)非汚染土壌を人工的に汚染させた試料から、(2)
目的遺伝子を高感度に検出可能な方法を用いて分解遺伝子を取得・解析する研究を実施し
た。 
 本研究室で「標準土壌」として用いている土壌に 4 種芳香族化合物で汚染化した土壌か
ら抽出したメタゲノムのコスミドライブラリーを構築し、本ライブラリーからインドール
をインディゴに変換する酵素活性発現を指標にして初発酸化酵素である芳香環水酸化酵素
遺伝子を有すると予想される候補クローンを複数得た。そして既知初発酸化酵素遺伝子を
プローブとしたサザン解析でシグナルが検出されなかった候補クローンについて、インデ
ィゴ生成活性を担う領域の特定と塩基配列決定を進めたところ、既知の初発酸化酵素遺伝
子とは相同性の低い分解酵素遺伝子が得られた。その一方で、フェノール分解酵素遺伝子
群を有するクローン以外では、インディゴ生成能を担う領域の遺伝子機能を推定できない
ものが多く存在した。また、これら取得クローンの挿入断片配列と上記土壌メタゲノムの
大量ショットガンリードの塩基配列との照合を行った結果、挿入断片配列は汚染化土壌で
のみ高存在比率で存在し、当該配列は少なくとも汚染化に伴い増加した DNA 領域である
ことが判明した。このことから、大量塩基配列解析が比較的容易になった現在でも、メタ
ゲノムからの有用遺伝子の取得方法として、機能発現を指標にしたスクリーニング手法が
有効なことを明示した。 
 本研究の成果は、論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識
を有することを示しており、永山浩史氏提出の論文は，博士（生命科学）の博士論文とし
て合格と認める。 
